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摘要 金黄 色 葡 萄 球菌 是 一 类 重要 的 病原 菌 ， 其 毒 力 因 子 的 表达 及 分 汰 过 程 由 多 种 双 组 份 
信号 转 导 系统 (two component signal transduction system，TCSTS) 共同 调控 , 其 中 Ar1RS 
双 组 份 信号 转 导 系统 与 细菌 的 生长 和 分 裂 密切 相关 。Ar1RS 双 组 份 系统 的 信号 传递 通过 组 所 
酸 激酶 Ar1S 磷酸 化 实现 , Ar1S 的 胞 内 域 被 认为 是 调控 毒 力 因子 表达 的 重要 功能 域 ， 本 文 以 
ArlS 蛋白 的 胞 内 域 部 分 即 ArlSu 为 目标 蛋白 进行 相关 的 活性 研究 。 首 先 构 建 
pProEX-HTa-ar Is 和 pProEX-HTa-ar|r 重组 质粒 ， 对 目的 蛋白 进行 诱导 表达 。 其 次 ， 利 用 金 
属 离子 疮 合 层 析 、 离 子 交 换 层 析 以 及 凝 胶 过 滤 层 析 方 法 对 目的 蛋白 进 行 分 离 纯 化 ， 纯 化 后 
的 ArIR 有 蛋白 纯度 可 达 98%， 产 量 约 为 25 mg/L; 纯化 后 的 Ar1S 蛋白 纯度 可 达 90%， 产 量 约 
为 15 mg/L。 圆 二 色谱 检测 结果 显示 纯化 后 的 目的 蛋白 有 完整 的 二 级 结构 , 体外 磷酸 化 结 
显示 ，Ar1S 蛋白 具有 激酶 活性 , 自 磷酸 化 后 可 以 将 磷酸 基 团 转移 给 反应 调控 有 蛋白 ArIR。 最 
后 ， 利 用 定点 突变 的 方法 ， 构 建 了 418 位 和 420 位 氨基 酸 残 基 突 变 的 表达 载体 
pProEX-HTa-Ar IS, 和 pProEX-HTa-Ar 1Soeszorn。Ar1Sonenas 和 Ar1Swewon 蛋 白 不 具有 激酶 活性 
说 明 418 位 和 420 位 氨基 酸 残 基 在 Ar1S 蛋白 的 自 磷酸 过 程 中 起 着 关键 作用 。 
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Abstract X Staphylococcus aureus is a crucial opportunistic pathogen, and the 
expression of virulence factors in $. aureus is regulated by various of two component 
signal transduction systems (TCSTs). Ar IRS TCST has a close relation with the growth 
and division of bacteria, and the signal transduction of ArIRS TCST is implemented 
by the autophosphorylation of histidine kinase Ar1S. The intracellular domain of 
ArIS is regarded as an important functional domain that regulates the expression 
of virulence factors. In this study, the research focus on the kinase activity and 
function of the intracellular domain of ArlS. The recombinant plasmids 
pProEX-HTa-ar|s and pProEX-HTa-ar|r were constructed and the target proteins were 
overexpressed in £. co// BL21. Then different kinds of isolation technologies such 
as the metal ion affinity chromatography, the ion exchange chromatography and the 
gel filtration chromatography were used for purification of the recombinant 
proteins. The production of ArIR can reach 25 mg with about 98% purity from one 
liter culture medium, and the production of ArlS can reach 15 mg with about 9096 
purity from one liter culture medium. The circular dichroism detection results 
showed that the purified ArIR has natural secondary structure. |n vitro 
phosphorylation results showed that Ar IS exhibited kinase activity and the ability 
of autophosphorylation. Furthermore, the phosphorylated ArlS can transfer the 
phosphate groups to the response regulator protein ArIR. Finally, the recombinant 
plasmids pProEX-HTa-Ar I Sessea and pProEX-HTa-Ar | Sesso were constructed by the method 
of site-direted mutation, and proteins of Ar | Sessa and Ar I Sesso were purified using 
the metal ion affinity chromatography. The results showed that Ar I Sessa and Ar | Soneszon 
did not have the kinase activity, illustrating that the amino acid residues at 418 
and 420 are crucial to the autophosphorylation process of ArlS. 
Key words Staphylococcus aureus; ArlSca; purification; kinase activity 

Sp ECC T8] 18] ER DRE f D LL JL SE IRL ACA E HU REBER 1, 约 有 30% 
的 正常 人 群 也 长 期 携带 着 该 菌 外 。 金黄 色 葡 萄 球菌 可 引起 伤口 的 化 脓 感 染 , 亦 可 
诱发 内 脏 器 官 感染 ， 导 致 肺炎 ， 心 内 膜 炎 及 脓 毒 血 症 等 疾病 B4， 致 使 病人 免疫 
能 力 的 降低 甚至 死亡 。 目 前 ， 医 院 主要 通过 抗生素 来 治疗 由 金黄 色 和 葡萄 球菌 引 
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起 的 疾病 感染 。 近 几 十 年 ， 先 后 出 现 了 耐 青霉素 菌株 、 耐 甲 氧 西林 菌株 和 耐 万 
古 霉 素 菌株 等 耐 药 性 菌株 ， 这 些 超级 细菌 的 出 现 为 相关 疾病 的 治疗 带 来 了 巨大 
的 困难 ， 因 此 发 现 抗菌 靶 点 和 开发 新 的 抗菌 药物 迫在眉睫 519。 

金黄 色 和 葡萄 球菌 的 致 病 机 制 与 其 能 分 泌 多 种 细胞 外 毒素 及 胞 外 酶 密切 相关 
240， 而 这 些 毒 力 因子 的 表达 受 多 个 基因 组 成 的 网 络 调控 ， 过 程 十 分 复杂 。 研 究 
KIH, agr. srr. arl. sae. lyts wal 等 多 个 双 组 份 信号 转 导 系统 均 参 与 这 些 毒 力 
因子 的 调控 过 程 03， 其 中 arl 系统 是 最 重要 的 双 组 份 信 号 转 导 系统 之 一 。arl R 
统 由 组 氨 酸 激酶 重 白 ArlS 和 反应 调控 蛋白 ArlR 构成 P31，ArlRS 可 作为 全 面 调 
控 因 子 ， 直 接 或 间接 调节 多 种 基因 的 表达 “， 与 金黄 色 葡萄 球菌 的 致 病 性 密切 
相关 。 我 们 利用 在 线 软件 预测 ArlS 蛋白 含有 两 个 跨 膜 片段 和 一 个 较 大 的 胞 内 域 
结构 〈 见 图 1A ) ， 和 蛋白 胞 内 域 部 分 含有 两 个 结构 域 分 别 是 组 氨 酸 自身 磷酸 化 
位 点 和 ATP. 结合 的 激酶 功能 区 ; ArlR 包含 两 个 结构 域 ，N 端 含有 接受 自 组 氮 酸 
蛋白 激酶 转移 的 磷酸 基 团 位 点 ，C 端 有 含 DNA 结合 位 点 的 效应 区 忆 .1415。 
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图 1 AgrC 蛋白 和 Ar1S 蛋白 二 级 机 构 预测 及 同 源 性 分 析 图 


Fig 1. The homogeneity analysis result and the putative periplasmic region of ArlS and AgrC 
proteins. (A) The putative periplasmic region of ArlS and AgrC proteins. The transmembrane segments, dimerization 
and histidine phosphotransfer regions (DHP) subdomain, and catalytic and ATP-binging (CA) subdomain are indicated 
by purple, blue and red boxes, respectively. (B)The homogeneity analysis result of AgrC and Ar1S 

ArIRS 双 组 份 系统 的 信号 传递 通过 组 氨 酸 激酶 ArlS 磷酸 化 实现 ， 组 氨 酸 的 
磷酸 基 团 转移 到 反应 调节 和 蛋白 接受 域 的 天 冬 氨 酸 残 基 上 ， 从 而 调控 目的 基因 的 


表达 或 目的 蛋白 的 功能 发 生 适 应 性 变化 。ArlS 蛋白 可 以 捕捉 胞 外 信号 并 且 能 够 
发 生 磷酸 化 ， 启 动 信号 转 导 过 程 n617， 因 而 ArlS 的 胞 内 域 被 认为 是 调控 毒 力 因 
子 表达 的 重要 功能 域 。 

ArlS 蛋白 属于 组 氨 酸 激酶 蛋白 ， 文 献 报道 08 该 蛋白 与 双 组 份 信号 转 导 系统 
中 的 其 他 组 氮 酸 和 蛋白 具有 同 源 性 。 经 过 序列 的 同 源 性 分 析 ， 结 果 显 示 AnS 蛋白 
与 AgrC 蛋白 具有 较 高 的 同 源 性 。 目 前 对 于 AgrC 蛋白 的 研究 较为 透彻 ， 已 经 成 
功 解析 了 AgrC 蛋白 CA 域 (结合 ATP 并 磷酸 化 组 氨 酸 残 基 的 C 末端 催化 域 ) 
的 晶体 结构 HI9。 有 文献 介绍 9.29AgrC 蛋白 的 394 和 396 位 氨基 酸 残 基 在 其 自 磷 
酸化 过 程 中 起 着 关键 作用 ， 根 据 同 源 性 比 对 分 析 结 果 推 测 ArlS 蛋白 的 418 位 和 
420 位 氨基 酸 残 基 可 能 是 ArlS 蛋白 自 磷 酸化 过 程 中 的 具有 重要 功能 的 氨基 酸 。 
由 于 Ads 蛋白 控制 磷酸 化 的 功能 域 位 于 蛋白 胞 内 域 部 分 ， 因此 本 文 首先 以 ArlS 
蛋白 的 胞 内 域 部 分 即 ArlScA《〈 残 基数 294-451) 为 目标 和 蛋白， 进行 相关 的 活性 研 
究 。 同 时 ， 本 文 利用 定点 突变 的 研究 方法 ， 构 建 了 418 位 和 420 位 氨基 酸 残 基 
突变 的 ArlS 蛋白 即 ArlScacssa 和 ArlScaG4soaA， 并 利用 Kinase-Glo Luminescent 
Kinase Assay 方法 测定 激酶 活性 ， 以 检测 418 位 和 420 位 氨基 酸 残 基 在 ArlScA 
蛋白 自 磷酸 化 过 程 中 的 作用 。 
1 材料 与 方法 
1.1 材料 

本 研究 所 用 引物 均 由 Invitrogen (上 海 ) 贸 易 有 限 公 司 合成 ， 限 制 性 内 切 酶 
Nco I 和 Xho IW, Ex Taq DNA RAM, T4 Ligase 均 购 自 大 连 宝 生物 工程 公司 。 
1.2 Ar1So,、Ar1R、Ar1S6 uua 及 Ar1SC, oo 表达 载体 的 构建 

根据 NCBI 登记 的 ArlS 和 ArlR 和 蛋白 的 碱 基 序 列 ， 以 及 载体 pProEX-HTa 的 
多 克隆 酶 切 位 点 ， 利 用 clone manager 软件 设计 上 下 游 引 物 ， 分 别 引 入 Nco T fll 
Xho 工 酶 切 位 点 。ArlR 的 引物 信息 如 下 : 上 游 引 物 F-ArlIR:5” -GGGCCATGGA 
TATATGACGCAAATTTTA-3' ( 划 线 部 分 为 Nco I 酶 切 位 点 ); 下 游 引 物 R-Arl 
R:5”-GGGCTCGAGTCATCGTATCACATACCC-3”( 划 线 部 分 为 Xho 工 酶 切 位 
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点 ) 。ArlS 的 引物 信息 如 下 : 上 游 引物 F-ArlSca:5" -GGGCCATGGATAAAGGA 
GATGTAAATGAC-3' ( 划 线 部 分 为 Nco I 酶 切 位 点 ) ， 下 游 引 物 R-ArlSca:5”- 
GGGCTCGAGTTAAAATATGATTTTAAA-3” ( 划 线 部 分 为 Xho 工 酶 切 位 点 ) A 


rlS 蛋白 的 第 418 位 、420 MAER G 突变 为 A， 构 建 418 位 突变 菌株 ArlScA-G4 
18A 和 420 位 突变 菌株 ArlScA.G42oA。ArlScAc4igA 的 引物 信息 如 下 : 上 游 引 物 F-Ar 
ISca.G4184:5-CAAGGCGGTAATGCGCTCGGATTATCT-3';. 下 游 引 物 R-ArlScA-G4 


18A:5”-AGATAATCCGAGCGCATTACCGCCTTG-3”。ArlScaG4204 的 引物 信息 如 
T: 上 游 引物 F-ArlSca.o4204:5-GGTAATGGTCTCGCGTTATCTATTGCG-3'; 下 
游 引 物 R-ArlSca-64214:5-CGGAATAGATAACGCGAGTCCATTACC-3’. 

以 金黄 色 葡 萄 球菌 基因 组 为 模板 ， 体 系 中 加 入 上 下 游 引物 、Taq DNA 聚合 
酶 及 绥 冲 液 , 进行 PCR 反应 , 切 胶 回收 PCR 扩 增 产物 。 将 目的 基因 和 pProEX-HTa 
质粒 用 Nco I 和 Xho I 进行 双 酶 切 , 用 T4 DNA 连接 酶 将 载体 与 目的 基因 连接 得 
到 重组 质粒 ,用 化 学 转化 法 将 重组 质粒 转 入 大 肠 杆菌 DH5a 感 受 态 细胞 中 。 对 转 
化 成 功 的 菌株 提 质 粒 ， 送 至 生物 公司 测序 。 

1.3 ArlSw、ArIR、Ar1Swsww 及 Ar1SCueow 蛋 白 的 表达 

将 测序 成 功 的 表达 载体 1 uL 用 化 学 转化 法 转 入 E.coli BL21(RID) 感 受 态 细 
胞 中 ， 涂 布 于 含有 100 heg/mL AREAN LB 固体 培养 基 上 过 夜 培养 。 挑 取 单 菌 
沙 接种 于 20 mL 含有 100 mg/L CF SERIA LB 培养 基 中 , 37'C 恒温 震荡 过 
夜 培养 后 按 1% 的 接种 量 接种 到 200 mL 液体 LB 培养 基 中 ，37'C 震荡 培养 至 
ODe Œ 0.6 时 ， 取 出 20 mL 样品 作为 诱导 前 样品 ， 其 余 加 入 终 浓 度 为 0.5 mM 
的 PTG，30'C 培养 8h 后 收集 菌 体 。 

将 收集 的 菌 体 用 缓冲 液 (20 mM Tris-HCI, 150 mM NaC! , pH8.0) 悬浮 后 进 
行 超声 破碎 ，13,000 rpm 离心 50 min， 保 存 上 清 液 作为 粗 提 液 备用 。 分 取 诱 导 
前 后 的 上 清 液 用 15968 SDS-PAGE 检测 蛋白 的 诱导 表达 情况 。 

1.4 ArISq. ArIR. ArISu uua 及 Ar 1S0, oo 蛋白 的 纯化 

将 诱导 后 的 ArlScA、ArIR、ArlScaa4lsA 及 ArlSca.ca2oA 的 上 清 液 依 次 进行 金 
RATRAT (Ni2+-NTA 柱 ) ， 离 子 交 换 层 析 和 凝 胶 过 滤 层 析 。 

用 金属 离子 鳌 合 层 析 对 ArlScA、ArlR、ArlScaG418A 及 ArlSca-ca20A 蛋白 进行 
初步 分 离 纯化 ， 纯 化 过 程 见 参考 文献 ””， 纯 化 后 的 蛋白 用 15% 的 SDS-PAGE 检 
测 蛋 白 纯化 效果 。 

用 离子 交换 层 析 对 ArlR 蛋白 进行 进一步 的 分 离 纯化 二 。 先 用 Buffer B (20 
mM Tris-HCl, 1M NaCl, 2 mM f-Me, pH8.0, 0.22 um 滤 膜 过 滤 ) 洗 阴 离子 交 
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换 柱 (Hi Trap Q ，5 mL) 中 可 能 残留 的 蛋白 ， 再 用 Buffer A (20 mM Tris-HC1，2 
mM f-Me, pH8.0) 洗 去 柱子 中 的 盐 离 子 ， 然 后 将 待 纯 化 的 蛋白 与 离子 交换 柱 结 
f. H Buffer B. Buffer A 的 混合 液 对 目的 蛋白 进行 梯度 洗 脱 ， 在 280 nm 波长 
下 监测 洗 脱 结果 并 收集 目标 样品 。 根 据 洗 脱 峰 谱 图 ， 选 择 样品 用 15% 的 
SDS-PAGE 进行 检测 分 析 ， 回 收 目的 和 蛋白， 浓缩 至 5 mL 备用 。 
用 凝 胶 过 滤 层 析 再 次 纯化 ArIR 蛋白 ,在 AKTA 层 析 系统 上 利用 凝 胶 过 滤 柱 
(HiLoad™ 16/600，SuperdexIM200 pg) 纯化 蛋白 ， 组 冲 液 (20 mM Tris-HCl. 


150 mM NaCl，2 mM B-Me) 流速 0.5 mL/min, Æ 280 nm 波长 下 监测 结果 并 收 
集 目标 样品 。 根 据 洗 脱 峰 谱 图 ， 选 择 样品 用 15% 的 SDS-PAGE 进行 检测 分 析 ， 
回收 目的 和 捍 白 ， 浓 缩 后 保存 备用 。 
1.5 圆 二 色谱 检测 Ar IR 蛋白 的 二 级 结构 

待 测 的 ArlR 蛋白 溶 于 缓冲 液 20 mM HEPES, 150 mM NaCl, pH 8.0), iK 
度 为 02 mg/mL ， 二 色谱 (circular dichroism, CD, JASCO-J1500 
spectropolarimeter) 的 分 析 条 件 如 下 : 带宽 3 nm, 响应 时 间 1 s, 测量 范围 190-300 
nm， 重 复 测 量 次 数 为 5 次 。 
1.6 ArISu. Ar 1S, ewan 及 Ar I Sorano 蛋白 激酶 活性 的 测定 

ArlSca 、 ArlSca-G4i8A 及 ArlScAc4oA 蛋白 激酶 活性 测定 采用 Kinase-Glo 
Luminescent Kinase Assay 方法 ， 具 体 实验 步 又 参见 试剂 盒 说 明 。 实 验 在 96 FLIR 
中 进行 ， 反应 体系 50 kL， 含有 终 浓 度 为 10 mM 的 MgCl fll 5 pM 的 ATP, 0-20 
umol/L 的 目的 蛋白 ， 反 应 缓冲 液 为 凝 胶 过 滤 层 析 绥 冲 液 。37 'C 孵育 10 min, 
加 入 50 uL 发 光 试剂 ,37 'C 反应 10 min, 用 多 功能 酶 标 仪 检测 体系 的 发 光 强 度 。 
1.7 Ar ISa 蛋白 的 体外 磷酸 化 实验 

ArlSca $E A BERME ArlR 重 白 的 实验 通过 体外 磷酸 化 的 方法 进行 测定 ， 反 应 
体系 为 50 uL, 含有 100 uM ATP, 400 uM. 氧化 镁 , 10 mM B-Fi2 LEF, 50 ug ArlR 
蛋白 ，20 hg ArlScA 和 蛋白， 反应 体系 分 别 在 37 孵育 1h、2h、4h 后 ， 用 12% 
的 SDS-PAGE 和 western blot 检测 磷酸 化 效果 。 
2 结果 
2.1 ArlSw 和 ArIR 和 蛋白 的 诱导 表达 


表达 载体 构建 成 功 后 对 菌 种 进行 扩 培 用 15% 的 SDS-PAGE 检测 添加 诱导 
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剂 后 目的 蛋白 的 表达 量 是 否 增加 ，ArlScA 蛋白 的 理论 分 子 量 约 为 25 kDa，ArlR. 
和 蛋白 的 理论 分 子 量 约 为 30 kDa. K2 中 实验 组 条 带 2、4 与 对 照 组 条 带 1、3 对 
比 可 知 , 条 带 2、4 在 分 子 量 接近 25 kDa 和 30 kDa 的 位 置 蛋 白 表 达 量 明显 增多 ， 


可 判断 经 过 IPTG 诱导 后 ArlSca 和 ArlR 蛋白 表达 成 功 。 


kDa M 1 2 


3 


图 2 ArlSa fI Ar1R Æ 


白 诱导 表达 结 


FB 医 


Fig 2. The induced expression of ArlSą and ArlR. M: marker; 1: ArlS, without IPTG; 2: ArlSu induced by 


IPTG; 3: ArlR without IPTG; 4: ArlR induced by IPTG. 


2.2 ArlSq. ArIR, Ar Sq uus Æ Ar I Suenan 蛋白 的 分 离 纯 化 
由 于 pProEX-HTa 表达 载体 中 有 组 氮 酸 标签 ， 利 用 组 氨 酸 的 咪唑 基 与 镍 金属 


离子 的 亲和力 的 差异 可 以 实现 对 目的 蛋白 的 分 离 纯化 ， 因 此 实验 中 首先 利用 镍 
金属 离子 整合 层 析 对 ArlSw、ArlR、ArlSoonm 及 ArlSo om 蛋白 进行 分 离 纯 化 ， 

再 用 离子 交换 层 析 及 凝 胶 过 滤 层 析 对 ArlR 蛋白 进行 进一步 纯化 。 纯 化 后 的 蛋白 
用 15% 的 SDS-PAGE 检测 结果 ， 由 图 3 可 知 ， 经 镍 柱 分 离 纯化 后 ArlScA 蛋白 的 
纯度 可 达 90% 以 上 ， 经 测定 产量 约 为 15 mg/L, ArIR 蛋白 经 三 种 层 析 技 术 分 离 
纯化 后 纯度 可 达 98%, 产量 约 为 25 mg/L. 将 纯化 后 的 目的 蛋白 收集 浓缩 后 保存 


备用 。 
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A 
( ) kDa M Aris , D kDa M ArIR 


图 3 ArlS。 和 ArlR 蛋白 纯化 结果 图 


Fig 3. The result of the purification of ArlS, and ArlR protein. (A) The result of the purification 
of Ar1S protein. M: marker; 1: ArlS, protein. B) The result of the purification of ArlR protein. M: marker; 1: 
ArlR protein. 
2.3 ArIR 蛋白 二 级 结构 的 测定 

ArlR 蛋白 是 arl 双 组 份 信号 转 导 系 统 的 转录 因子 , 文献 报道 转录 因子 通常 含 
有 一 定数 量 的 螺旋 结构 且 不 稳定 PC， 因此 实验 中 用 圆 二 色谱 检测 纯化 后 的 ArIR 
蛋白 的 二 级 结构 ， 结 果 如 图 4 所 示 。 从 图 中 可 知 ArIR 蛋白 在 208 nm 处 有 一 个 
负 峰 ， 这 是 o- 螺 旋 结构 的 特征 峰 ， 可 以 判断 纯化 后 的 ArlR 蛋白 具有 稳定 的 二 级 
结构 ， 可 以 作为 有 效 底 物 验证 ArlScA 蛋白 的 激酶 活性 。 


— BSA 
— ArR 


CD (mdeg) 


190 210 230 250 270 290 310 
Wavelenth (nm) 


图 4 ArlR 蛋白 的 圆 二 色谱 检测 图 
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Fig 4. Circular dichroism spectra of ArlR and bovine serum albumin (BSA). 

2.4 Ar1Sw 蛋 和 白 激酶 活性 的 研究 
2.4.1 ArlSa 和 蛋白 激酶 活性 的 测定 

本 文中 对 ArlScA 蛋白 激酶 活性 的 测定 是 通过 检测 反应 体系 中 剩余 的 ATP E 
量 来 间接 得 到 的 。 底 物 在 磷酸 激酶 的 作用 下 与 ATP 发 生 反 应 ， 反 应 结束 后 ， 在 
反应 体系 中 加 入 甲壳 获 光 素 ， 使 其 与 反应 体系 中 剩余 的 ATP EH, WREAK 
光 素 ， 进 而 发 出 亦 光 。 为 了 检测 目的 蛋白 是 否 具 有 激酶 活性 ， 在 反应 体系 中 分 
别 添加 了 Oug. 5ug. lOug. 20 ug、40 ug 的 目的 蛋白 ， 并 进行 激酶 活性 的 检 
测 ， 检 测 结果 如 图 5 所 示 ， 从 图 中 可 以 看 出 随 着 蛋白 含量 的 增多 ， 荧 光 值 呈 下 
降 的 趋势 ， 这 表明 反应 体系 中 剩余 的 ATP 含量 逐渐 降低 ， 即 随 着 蛋白 含量 的 增 
加 蛋白 的 激酶 活性 逐渐 增 大 , 因此 可 以 证 明 纯 化 后 的 ArlSca 蛋白 具有 激酶 活性 。 
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600000 


400000 


Fluorescence intensity 


200000 


0 5 10 
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图 5 ArISa 蛋白 激酶 活性 的 测定 结果 


Fig 5. The kinase activity of ArlS, protein. 
2.4.2 ArlSa 蛋白 磷酸 化 作用 
利用 体外 磷酸 化 实验 来 验证 ArlScA 蛋白 是 否 可 以 磷酸 化 ArIR 和 蛋白, 实验 结 
果 分 别 用 western blot 和 12% 的 SDS-PAGE 检测 。 图 6 中 条 带 1 与 2 均 为 对 照 
组 ,反应 体系 经 不 同时 间 孵 育 后 检测 结果 见 条 带 3-5, 与 对 照 组 相 比 ArlScA 蛋白 
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无 明显 变化 ， 而 部 分 AUR 蛋白 分 子 量 出 现 上 移 现象 ， 是 磷酸 化 的 表现 ， 据 此 判 
WT ArlSca 和 蛋白 可 以 磷酸 化 ArlR 蛋白 。 


l 2 3 4 5 
(A) 
«— ArlR 
— — — — -— < AlS, 


一 一 o- -- ArlR 


- AS 


(B) 


6 ArlSo 蛋白 与 ArlR 蛋白 作用 结果 图 


Fig 6. Cooperative activity of ArlS, with ArlR. (A) Cooperative activity of ArlSw with ArlR measured by 
western blot; (B) Cooperative activity of ArlS with ArlR measured by 12% SDS-PAGE. M: marker; 1: 20 ug ArlS,; 
2: 20 ng ArlS and 50 ng ArlR , and then detect immediately; 3: 20 ng ArlSa and 50 ng ArlR incubated in 37'C 
for | h; 4: 20 ng ArlS, and 50 ug ArlR incubated in 37'C for 2 h; 5: 20 ng ArlS, and 50 ug ArIR incubated in 
3TC for 4 h. 
2.5 Gu Fi G5, Œ Ar S 蛋白 自 磷 酸化 过 程 中 的 具有 重要 功能 的 氨基 酸 
2.5.1 ArlSoonss 和 ArlSoowm 蛋白 的 分 离 纯化 

利用 酶 切 酶 连 的 方法 构建 418 位 和 420 位 氨基 酸 突变 的 重组 菌株 
BL21(RIL)-ArlScao4i8A4 和 BL21(RIL)-ArlScao420*， 用 金属 离子 歼 合 层 析 技术 纯 
化 ArlSca.GaisA 和 ArlSca.Ga2oa 和 蛋白， 纯化 结果 用 15% 的 SDS- 聚 丙烯 酰 氮 凝 胶 电 
泳 检测 ， 由 图 7 可 知 纯化 后 的 ArlScA-c4lgA( 条 带 2) 和 ArlSca-o420A (条 带 3) 分 子 量 
约 为 25 kDa, 5 ArlScA( 条 带 1) 分 子 量 一 臻 ，ArlSca-G418A 和 ArlSca.Ga20A 蛋白 的 
纯度 均 可 达 90%。 
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图 T ArlSo uis. 和 ArlSo uo E: 纯化 结果 图 


Fig 7. The result of the purification of ArlS444 and Arl1Sw 4. M: marker; 1: ArlS4; 2: ArlSuuaa; 3: 


Arl Soc 4204 


2.5.2 ArlSueuw 和 ArlSueom 蛋 白 激酶 活性 的 检测 

反应 体系 中 添加 0-30 ug 的 目的 蛋白 ， 检 测 激酶 活性 ， 由 图 8 可 见 随 着 
ArlSca-Galgs 和 ArlScA-G4oA 蛋白 含量 的 增多 ， 反 应 体系 的 获 光 值 基本 持平 ， 无 明 
显 变化 趋势 ， 这 表明 反应 体系 中 剩余 的 ATP 含量 没有 发 生 明 显 变化 ， 即 纯化 后 
的 ArlSca-casa 和 ArlSca-G4204 和 蛋白 没有 激酶 活性 ， 并 未 发 生 自 磷 酸化 作用 ， 因 此 
可 以 证 明 418 和 420 位 氨基 酸 残 基 与 ArlS 蛋白 自 磷酸 化 密切 相关 , 在 ArlS 蛋白 
的 自 磷酸 化 过 程 中 起 着 十 分 重要 的 作用 。 
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图 8 ArlSuus M ArI Soum RÉ 激酶 活性 的 测定 结果 


Fig 8. The kinase activity of ArlSeasus and ArlSo wo protein. 


3 讨论 

金黄 色 葡 萄 球菌 arl 系统 与 其 致 病 性 密切 相关 ， 有 文献 报道 ，ArlSR 双 组 份 
音 号 转 导 系统 可 调节 上 百 种 基因 的 转录 ， 参 与 细菌 的 生长 和 分 裂 ， 与 细菌 的 聚 
集 作 用 有 关 ， 可 以 下 调 表面 蛋白 A，o- 溶 血 素 ，B- 溶 血 素 ， 凝 固 酶 等 多 种 毒 力 因 
T P23, 六 。 已 有 研究 表明 双 组 份 信号 转 导 系统 中 的 组 氨 酸 蛋白 激酶 可 捕捉 胞 外 信 
号 ， 发 生 自 磷酸 化 并 磷酸 化 下 游 的 反应 调控 蛋白 ， 进 而 调控 相关 基因 的 表达 
16172325。 本 研究 证 实在 arl 系统 中 ， 组 氨 酸 蛋白 激酶 ArlS 可 以 在 其 胞 浆 域 的 
磷酸 化 位 点 处 发 生 自 磷酸 化 作用 ， 随 后 将 磷酸 基 团 转移 给 下 游 的 反应 调控 蛋白 
ArlIR， 启 动 整个 ard 双 组 份 信号 转 导 过 程 。 

众多 的 研究 表明 ， 膜 蛋白 的 结构 和 功能 较为 复杂 ”， 本 实验 在 对 膜 蛋 白 进 
行 相关 研究 之 前 ， 利 用 多 种 在 线 软件 对 其 拓扑 结构 进行 预测 ， 选 定 膜 蛋白 胞 内 
域 部 分 作为 研究 对 象 展开 实验 , 一 方面 ArlS 蛋白 的 磷酸 化 位 点 在 其 胞 内 域 部 分 ， 
并 不 影响 对 其 自 磷酸 化 等 相关 功能 研究 ， 另 一 方面 避 开 了 膜 蛋 白 表达 量 极 低 且 
分 离 纯 化 较为 困难 的 问题 。 

为 了 曾 明 组 氨 酸 蛋白 激酶 ArlS 自 磷 酸化 过 程 中 起 关键 作用 的 氨基 酸 , 实验 
中 采用 定点 突变 的 研究 技术 ， 该 技术 可 通过 改变 特定 氨基 酸 获 得 突变 蛋白 质 ， 
然后 对 突变 蛋白 质 进行 功能 研究 ， 进 而 从 微观 水 平 上 阐明 正常 状态 下 基因 的 调 
控 机 理 ™。 金 葡 菌 双 组 份 信号 转 导 系统 中 的 组 氨 酸 蛋白 上 共有 同 源 性 , 通过 同 源 
性 分 析 结 果 得 知 ArlS 蛋白 与 AgrC 蛋白 具有 较 高 的 同 源 性 ， 二 者 在 功能 上 也 较 
为 相近 ， 均 为 膜 蛋 白 ， 可 以 感知 外 界 环 境 的 刺激 因素 ， 发 生 自 磷酸 化 并 将 盔 酸 
基 团 转移 至 反应 调控 蛋白 ， 开 启 整 个 信号 转 导 通路 。 有 研究 报道 0% 20，AgrC f 
白 的 394 和 396 位 氨基 酸 残 基 与 其 自 磷酸 化 有 关 ， 根 据 同 源 性 比 对 分 析 结 果 推 
测 ArlS 蛋白 的 418 位 和 420 位 氨基 酸 残 基 可 能 是 ArlS 蛋白 自 磷 酸化 过 程 中 的 有 具 
有 重要 功能 的 氨基 酸 。 因 此 本 研究 将 ArlScA 蛋白 的 418 位 420 位 氨基 酸 残 基 进 
行 定点 突变 ， 对 其 自 磷 酸化 作用 进行 检测 ， 结 果 证 实 ArlScA 蛋白 的 418 和 420 
位 氨基 酸 残 基 是 ArlScA 蛋白 自 磷酸 化 过 程 中 的 关键 氨基 酸 ， 起 着 十 分 重要 的 作 
用 。 

本 研究 为 进一步 前 明 arl 双 组 份 信号 转 导 系统 的 作用 机 理 以 及 新 的 药物 靶 点 
的 开发 莫 定 了 基础 ， 为 后 续 对 ArlS 蛋白 、ArlR 蛋白 三 级 结构 的 研究 ， 晶 体 结 构 
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的 解析 提供 了 一 定 帮 助 。 
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